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痛抑制遺伝子♪5 3の 状態 が 異な る 3種類 の ヒ ト骨肉腫細胞株 に野 生型p53遺伝子を リ ボ フ ェ ク シ ョ ン法 で導 入 し, p53
蛋白 の 発現量 , 細胞増殖能, お よ び シ ス プ ラ チ ン によ る殺細胞効果の 変化 を検討 し た. さ ら に, D N A修復阻害物質である カ
フ ェ イ ン 併用時の p53蛋白の 発現抑制効果 と殺細胞効果増強 に与える影響に つ い て も検討 し た . 正常 p53蛋白を発現する O S T
細胞株で は, 野 生 型♪53遺伝子の 導入 前後で p53蛋白の 発現量, 細胞増殖能, お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 に変化 は認め
られ なか っ た ･ ま た, 野生塑♪53遺伝子導入前か ら 認め ら れ て い た カ フ ェ イ ン併周時 の p53蛋白の 発現抑制効果, な ら び に殺
細胞効果増強 に関 して変化は認 め られ な か っ た . 変異型p53蛋白を党規する H O S細胞株で は, 野生型が3遺伝子の 導入後 に細
胞増殖速度 の 低■下 が認 め ら れ た が , p53蛋白の 発現量, 細胞増殖能, お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 に変化は認め られ ず,
さ ら に, カ フ ェ イ ン 併f耶寺の p53蛋白の 発現抑制効果お よ び殺細胞効果増強に関 して も変化 は認め ら れ なか っ た . ♪53遺伝子
が欠失 し, p53蛋白の 発現を全く認め な い Sa o s2細胞株で は , 野生 型P53遺伝子導 入後の Sa o s2/p53細胞株 に お い て, P53蛋白
の 党規が認め ら れ る よ うになり, 細胞増殖適度の 低下 , お よ び シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 の 増強が認 め ら れた . また , カ フ ェ
イ ン 併用時 の p53蛋白の 発現抑制効果 な ら び に殺細胞効果 の 増強も認 め ら れ た . さ ら に , Sa o s2/p53馴包株 で はSa o s2細胞株
に比べ , シス プ ラ チ ン 単独処理時, お よ び カ フ ェ イ ン併用時の い ずれ にお い て も, タ ー ミ ナ ル ･ デ オ キ シ ヌ ク レ オチ ジル ･ ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 加 ビ オ ナ ン ー デ オ キ シ ウリ ジ ン ー5'一 三 リ ン 酸 ニ ッ ク 末端標識 (ter min al de o xyn u cle otidyltr an sfe ra s e-m ediated
de o xyu ridin-5
'
-tripho sphate-biotin nick e nd-1abeling, T U N EU 法な ら び に DN A ラダ ー の 観察に より ア ポ ト ー シス 誘導の 増強が
認め ら れ た ･ 以 上 の 結果 か ら, 正 常型 p53蛋白は細胞周期 の 調節お よ び シ ス プ ラチ ン 処理 時の ア ポ ト ー シス 誘導を 含む多機能
な作用を有する こ と が確認さ れ た ･ さ ら に , カ フ ェ イ ン 併用時の シス プ ラ チ ン に 対する殺細胞効果の 増強に は , 正 常p53蛋白
の 発現 が必要であ る こ とが 明 らか と な っ た . こ の こ と か ら, ♪53遺伝子の 異常 の た め, 化学療法 に抵抗性を示す ヒ ト骨肉腫症
例 に対 して, 野 生 型カ㍊ 遺伝子を用い た遺伝子治療と カ フ ェ イ ン併用化学療法 によ り, さ ら に抗癌剤感受性 が増強され る可 能
性 が示唆 さ れ た.
Key w o rds wildM type p53,tra n Sfection, Cisplatin, C affein e, hu m a n o ste o sarc o m a
骨肉腫 は若年者の 四肢 に 発生 し, 悪性骨腫瘍 の 中で 最も頻度
が高い . 従 来は, 発見と 同時 に 四肢 の 切断 ･ 縦断術が 行わ れ て
おり, 5年生 存率も20% 以 下 と極め て 不良で あ っ たが 1), 近年の
化学療法 の 導 入 に伴 い 治療成績 は飛躍的に向上 した . 最近で は
シス プ ラ チ ン の 術前動脈内投与が有効と さ れ2):1), 5年生 存率 は
50､ 60 % ま で にな っ て い る
`1 = )
. しか し な が ら , 20
､ 30%の 骨
肉腫は抗癌剤 に抵抗性を示 し, そ の 克服 の た め に は既存 の 抗癌
剤の 効果を増強す る⊥ 夫や 新 た な抗癌剤 の 開発 , 発見が 求 め ら
れてい る
.
近年, 痛抑制遺伝子 と して 注目 さ れ て い る 卵3遺伝子 は, 多
くの 悪性腫瘍 で そ の 変異が 報告 され て い る 7) 8). D N A損 傷 に よ
り過剰発現する p53蛋白 は, D N A損傷が軽度 の 時 に は細胞周期
を G l期 で 停｣とし て D N A損傷 を修得す るが , D N A損傷が高度
で修復不能時に は細胞を ア ポ ト ー シ ス に誘導す る機能がある 佃 .
こ の よう に p53 は細胞増殖 の 調節ヤ ア ポ ト ー シ ス 誘導 に お い て
重要 な役割 を担 っ て お り , p53の 変異が悪惟腫瘍の 予後 にも悪
影響を与え る と い われ て い る = . す な わち抗灘捕りや放射線 は膿
瘍細胞 の D N A損傷を起 こ し, そ の 損傷が ア ポ ト ー シ ス 性細胞
死 をも た ら すが12), 悪性腫瘍細胞 はp53_
の 変異に よ り ア ポ ト ー
シス を回避 し, 化学療法 や放射線療法 に対 して 抵抗惟 を有す る
よ う にな っ て い る と 考え られ て い る1
ユ)
. 骨肉腫 に お い て もp53
は 高率 に変異が認め られ ‖ト㌧川), ♪53遺伝子 の 異常が予後 と相関
する と 言 われ て い る1 = 0). ま た, ヒ ト骨 肉腫細胞 に野生型♪ββ
遺伝子を導入する と, 細胞増殖は抑制さ れ , 放射線感受性が増
平成10年11月12日受付, 平成10年12月10日受理
Abbreviatio n s: A･U･ , a ngStrO m e u nit;C D D P, Cisplatin, Cis-dia m min edichlor oplatinu m;G A P D H, glyc er aldehyde-3-
Phosphate-dehydroge n ase;IC50, C O n C e ntr atio n of C D D Pthatinhibits c ellgro wth by50%;P BS, Phosphate-buffered
S alin e;RT, r e V e r S etra n S Criptio n;T d T, te rmin al de oxyn ucle otidyltra n sfe ras e;T U N E L, ter min al de oxyn u cle otidyl
transftras e- m ediated d U T P-biotin nick end-1abeling;U, u nit
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強す る こ と も報告 さ れ て い る2Ⅰ) 22) . しか し, ヒ ト骨 肉腫細胞 に
野 生型j娼3遺伝子 を導 入 して , 抗癌 剤 に対する感受性の 変化を
検討 した 報告 は未 だ な い . 本研究で は, ヒ ト骨肉腫細胞 に野生
型♪∂3遺伝子を導入 する こ と に よ る細胞増殖能, お よ び骨肉腫
に村す る重要な抗癌剤 であ る シス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 の 変化
つ い て 検 討 し た . さ ら に , D N A修復阻害物質であ る カ フ ェ イ
ン 併用時の p53蛋白 の 発現抑制効果 と殺細胞効果増強 に与える
影響 に つ い て も検討 した .
対象 お よび方法
Ⅰ. 実験に用 い た 培養細胞株
ヒ ト骨肉腫培養細胞株 O S T, H O S, Sa o s2の 3株 を 周い た ,
O S T につ い て は 当教室 で樹立, 継代培養 した もの を用い , H O S
とSa o s2 につ い て は 米国標準培養株保存機関(Ro ck vi 11e, U S A)
より入取 し た . O S T で は♪占3遺伝子 は野生型で , 正 常 型p53蛋
白を発現 し, H O S で はj坤3遺伝子 は変異型 で, 変 異型p53蛋白
を発現 し, Sa o s2 で はP53遺伝子 は欠失 し, p53蛋 白の 発現 は全
く認 め な い こ と が 報告 さ れ て い る23)24). 各細胞株 は , 加熱失活
処理 した 10%仔牛胎児血清(fbtal bovin e s e ru m) (大日本製薬 , 大
阪), 100単位 (u nit, U)/ml ペ ニ シ リ ン (寓有製薬, 東京), 100
〃g/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治製薬 , 束京)を含 んだダ ル ベ




s m ediu m) (日
水製薬, 束京)を用 い て , 湿潤37℃, 5%C O 2の 条件 下 で 培養 し
た. 細胞浮遊液 の 調整 に は トリ プ シ ン (0.25%溶液) の み , また
は トリ プ シ ン ーE D T A溶液を用 い た .
Ⅰ . 薬剤
薬剤 と して シ ス プ ラ チ ン (cisplatin, C D D P) (日本化薬 , 東
京) と カ フ ェ イ ン (無水 カ フ ェ イ ン) (和光純薬, 大 阪)を用い
た.
Ⅱ . pcD N A とp5 3発現 プ ラス ミ ドpN S n
ネオ マ イ シ ン 耐 性遺伝子 を コ ー ドする 発現 ベ ク タ ー pCD N A
bcD N A3.1(+),In vitr oge n,San Diego, US A) と ネオ マ イ シ ン耐
性遺伝子 , お よ び野生型♪53cD N A を担うpN S X R(金沢大学痛
研究所, 病態 生 理部, 山本健 一 教授 より供与 さ れ た) を使用 し
た . pcD N A とpN S X R はとも にサ イ トメ ガ ロ ス ウ イ ル ス プ ロ モ
ー タ ー / エ ン ハ ンサ ー とS V｡｡ プ ロ モ ー タ ー をコ ー ド し, 両プ ラ
ス ミ ドの ネオ マ イ シ ン耐 性遺伝子 はS V｡｡プ ロ モ ー タ ー の 下 流
に ,
d 方, 少53cD N A は サイ ト メ ガ ロ ス ウイル ス プ ロ モ ー タ ー /
エ ン ハ ン サ ー の 下流 に 挿入 さ れ て い る . pNS X Rの 大 量調整に
あた っ て , 大腸 菌JM lO9 に D N A を トラン ス フ ェ ク シ ョ ン し,
150ml LB培地(ト リプト ン 10g, イ
ー ス トイ ク ス トラ ク ト 5g,
塩化 ナ トリ ウ ム 5臥 ア ン ピシ リ ン 50〃g/ml, pH 7.6) で37 ℃,
12時間培養 した . 集菌後, ペ レ ッ トを壊衝液I[50m M Tr is-H Cl
bH 8.0), 10mM ED T A, 100FJg/ml R Nas eA(Sigm a,St. Leuis,
ロS朗 110mlに 懸濁 した . ア ル カ リ 液(200m M 水酸化 ナ トリ ウ
ム , 1% S D S)10mlを加え, 室温 で 5分静置 した . こ の 溶 液に
3 M酢酸カ リ ウム bⅢ5.5)10mlを加え, 氷 冷20分後 , ペ ッ ク マ
ン 60 Tiロ ー タ ー (Be ckm a nIn str. , Fu.11e rto n, U SA)を用 い て ,
4℃, 3 5,000rpm , 30分 間遠心をお こ なっ た . 上 清 を取り , プ
ラ ス ミ ド精製用 キ ッ トQIA G E N-tip5 00(QIA G E N, Vale n cia ,
U S A) カ ラム で 分画 した. 溶出は綾衝液H[50m M Tris-H Cl(pH
8.5), 15%エ タ ノ ー ル , 1.25M NaCl]13ml で行 っ た . プラ ス ミ
ド溶出液(12mD に8.4mlの イ ソ プロ パ ノ ー ル を混合後 , 直ちに
4℃, 2,0 00rpm , 30分 間遠心を行 っ た. 沈殿を70%エ タ ノ ー ル
で1回 リ ン ス して 風乾 し た ･ 少量 の T E【10m M Tris- H Cl(pH
8.0), 1m M E D T A】 に溶解 し, 濃度4mg/mlに調整 した .
Ⅳ . 野生型 p5 3遺伝子 の安定導入
各骨肉腫細胞株 を2 × 105個/mlの 密 度 で 6 0m m シ ャ ー レ
(Co rning, Ca mbridge, U S A) に播種 し, 24時間培養後, 1)ポ フ
エ ク シ ョ ン 法で 野生 塑j娼3遺伝子の 導入 を行 っ た . リ ン 酸緩衝
生理 食塩水 bho sphate-bufEe r ed salin e,P BS)1ml に, pN S XR20
〃 gを溶解 し, 1/`m Olの カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム (ジ ー ン トラ
ン ス フ ァ ー , 和光純薬) と混合 して 作 っ た リ ポ ソ ー ム 懸濁液を
各 々 10 0/ノ1ず つ デ イ シ ュ に添 加 し , さ ら に 16時間培養 した .
対照 プ ラス ミ ドと し て pcD N Aを同様 に導 入 した . 16時間培養
後に新鮮培地に交換 し, さ ら に24時間培養後, 細胞 を25cm2の
フ ラ ス コ (Co r ning) に移 し換え , 最終濃度500FLg/mlの G 418
(Gen eticin , Sigm a) 添加培地 で 4 週間選択培養 した . そ れ ぞれ
生 じた3 ～ 8個の G 418耐性 コ ロ ニ ー か ら 単 一 コ ロ ニ ー を分離し
た . 得 られ た細胞株を親細胞株 と区別 して , p53発現 プ ラ ス ミ
ド pN S X Rを導 入 し た 細胞 株 を O S T/p5 3, H O S/p53,
Sao s2/p53 と し, 一 方, 対照 プ ラ ス ミ ドpcD N Aを導 入 した細胞
株を O S T/pcD N A, H O S/pcD N A, Sao s2/pcD N A と して以下 の 実
験 に 用い た .
V
. 逆転写 -P C R(re v e r s etl･ an S Criptio n- P C R, m - P C R)法
を用 い た p5 3m R M発現 の検索
総 R N Aの 抽出精製 は, C ho mczyn ski ら
25)の 方法 に基づ い て調
整さ れ た R N A抽出用試薬 , アイ ソ ジ ュ ン (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 束
京) を 用い た ･ R T･P C R反応は , D Na se処理 後5Flgの R N Aを鋳
型と し, ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー を プ ラ イ マ ー と し て 逆転写酵素
(Li 鈷 Te chn ologie sIn c. , Ro ckville, US A) に よ りcD N A を合成し
た . 次 に ア ポ ト ー シ ス 関連遺伝子群増幅周 キ ッ トA P O- M O50
(M B I, San Fr a n cis c o, U S A) を用 い て , Taq E X D N A ポリメ ラ ー
ゼ (宝酒造, 草津) で cD N A断片の 増幅 を行 っ た . 内部 コ ント
ロ ー ル に は グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ー 3 - リ ン 酸 脱 水 素酵素
也1yc e raldehyde-3-pho sphate-dehydr oge n a s e, GA P D H)を用い,
プ ラ イ マ ー と して は 既製品(C L O N T E C H h bo rato rie sIn c.,Palo
Alto, U S A) を使用 した . そ の 塩基配列 と し て, セ ン ス プラ イマ
ー は 5
'
-T G A A G G T C G G A G T C A A C G G H IT r G G T 3
'
, ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー は 5
,
-C A T G T G G G C C A T G A G G T C C A C C A C-3
,であ
っ た . PCR反応 に はサ ー マ ル ･ コ ン ト ロ ー ラ ー P T C-1 0(MJ
Res ar ch, W aterto w n, USA)を用 い て, 94℃で 5分間の 熱変性後,
94℃で1分間, 6 0℃で 1分間, 72℃で 2分間の 3ス テ ッ プ を1 サ
イ ク ル と して 35回増幅 した . 増 幅後の P C R反応産物 を2%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル で 電気泳動 し, エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色後, 紫
外線照射装置F N-2660-00(フ ナ コ シ, 東京) を用い て検出し た.
各バ ン ドの 同定 には , 上 記キ ッ トの 陽性対照を用い た .
Ⅵ . ウ エ ス タ ンプ ロ ッ ト
各細胞株の 細胞数を1 × 107/血 に調節 し, P B Sで 洗浄後, 卵
胞溶解液A【50m M Tris- H Cl(pH 7.5), 150m M 塩化 ナ トリ ウム ,
1%ノ ニ デ ッ トP-40, 1% デ オ キ シコ ー ル 酸 ナ トリ ウ ム , 0.05%
S D S]500iLl に溶解後, 超音波処理 し, 0 ℃, 15,000回転, 10分
間遠心 した . 得 られ た上 清を採取 し, 一 部を プ ロ テ イ ン ア ツ セ
イキ ッ ト ¢io-Rad I且bo r atorie s, Richm o nd, US A)を用い て蛋白
定量 を行 っ た . 電気 泳動 は he m mli ら
26〉の S D S-P A G E法で行っ
た
. 得 ら れ た 蛋 白 (5FL g) を試料溶解液 【5 0m M Tris-H Cl
bH 6.8), 10%グ リ セ ロ ー ル , 2% S D S, 0.03% ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー , 6%β- メ ル カプ ト エ タ ノ ー ル1 と 混合 し, 90 ℃, 5分間の
野生型 p53遺伝子導入骨肉腫細胞の 抗癌剤感受性 の 増強
熱変性を加え, 15% S D S-P A G Eを行 っ た . 電気泳動終了後, ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に分離 され た蛋白を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜
(Cle arBlot M e mbr an e-P, ア ト
ー
, 東京) へ 転写 し, 1%ス キ ム
ミル クを溶解 した0.05%ツ イ ー ン 20添加P BSで ブ ロ ッ キ ン グを
行っ た . 1次抗体 と して 10,00倍 に希釈 し た ウ サ ギ 抗 ヒ トp53
ポリ ク ロ
ー
ナ ル 抗体 RS P 53(ニ チ レ イ , 束 京)を4℃ で24時間
反応させ た. 反応後 , 膜 を0.05%ツ イ
ー ン2 0添加 P B S で洗浄 し,
ビオ ナ ン 標識抗 ウサ ギIgG抗体を室温で 1時間反応さ せ た . 膜
を0.05%ツ イ ー ン20添加P BS で洗浄 した 後, 化学発光基質キ ッ
ト (Supe rsign al, Pier ce, U S A) で 反応さ せ , 3分間感光 フ イ ル ム
ヘ 露光 し検出 した . 蛋白分子量 マ ー カ ー と してPre stain ed S D S-
PA G E Standards(Low Ra nge,Bio-Rad h bo r atorie s) を用い た .
Ⅶ . 細胞増殖曲線 と細胞倍カロ時間
各細胞株か ら の 単離細胞浮遊液(1× 105/ml) を調整 し, 直径
10m mの シ ャ
ー レ (Coming) に播種 して か ら , 12時間後 より5
日間培養 した . 培養開始 か ら24時間毎 に トリ プシ ン ーE D T A処
理より, 単離細胞を回収 し, トリ バ ン プ ル ー で 染色 し, 非染細
胞を生細胞 と して 血球計算板 で カ ウ ン ト した . 細胞倍加時間は
各細胞1 日 につ き3枚 の シ ャ ー レ の 生 細胞数 か ら平均値を求 め
て片対数 グ ラ フ に プ ロ ッ ト し, 対数増殖期 の グ ラ フ の 傾 きか ら
求め た .
Ⅷ . 抗癌剤感受性試験
対数増殖期 にあ る細胞を ト リ プ シ ン ーE D T A処理後, 1 ×
10ソml に調整 し, この 細胞浮遊液を96穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー
ト(岩城硝子, 東京) に各穴100〃1ず つ 分 注 した . 24時間後 に
シス プラ チ ン の 希釈系列を加えた系と薬剤を加え ない コ ン ト ロ
ー ル を湿潤37℃, 5% C O 2存在 下で 1時間培養後, 培養液を捨て ,
新た に培養液 の み お よ び 0.5m M の カ フ ェ イ ン を含 ん だ培養液
を加え, 漸閏37 ℃, 5% C O 2存在 下 で 72時間培養 した . 培養 後
にW S T l溶液(セ ル ･ カ ウ ン テ ィ ン グ ･ キ ッ ト, 和光純薬)を
各穴10/1`ず つ 加え , 90分処 理 後に 各穴 の 吸光度を自動吸光度
計E A R340 A T(S L トLabin stru m entS, Vie n n a, Au stria) を用い て
測定波長450n m, 対象波長630n m で測定 した . 薬剤 を含まな い
もの の 吸光度 を コ ン ト ロ ー ル (100 %) と し, シ ス プ ラ チ ン の 希
釈系列を加え た系の 吸光度 を コ ン ト ロ ー ル に対す る百分率で表
し, 薬剤感受性 を求め た . 各シス プ ラチ ン 濃度 に対す る生 存率
をプ ロ ッ ト して細胞 生存曲線 を描き, 生 存率を50%減少さ せ る
薬剤の 濃度(c o n c e ntratio n of C D D Pthatinhibits cellgr owthby
50%, IC5｡) を求め , 薬 剤感受性の 指標と し た. 薬剤感受性試験
はすべ て 6回行 い , そ れ ぞ れ の 試験 ご と に 求め た IC帥 値の 算術
平均を, 各細胞株の 各薬剤 に対するI C5(} (± S D) と し各細胞株
間で 比較検討 した ,
Ⅸ . 酵素免疫測定法(E u S現 に よ る p5 3蛋白の定量
各細胞株 の 細胞1 × 10
7
個 を1 50c m
2
培養 フ ラ ス コ (Co r ning)
に播種 し, 24時間後 に濃度 5.0〃g/mlの シス プ ラ チ ン を加え,
湿潤37℃, 5% C O 2存在下 で 1時間培養 した , 培養液 を捨 て, 新
たに培養液 の み お よ び0.5m M の カ フ ェ イ ン を含 ん だ 培養液 を
加えた. それ ぞ れ 6時間培養後に トリ プ シ ン ーE D
′
m 処理 を行 い ,
細胞を回収 した. P B S で洗浄後, 細胞溶解液A 500FLl に溶解後 ,
超音波処理 し, 0℃, 15,0 00回転, 10分 間遠心 した. 得 ら れ た
上清(蛋白抽出液)を採取 し, プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ キ ッ トを用
い て給費白量を定量 し た. p53蛋白の定量測定 と してp53 EIA キ
ッ ト (ニ チ レイ , 東京) を用 い , キ ッ ト の 手順 に従 っ て操作を
すすめ た . まず, キ ッ ト に漆付 の 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各
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穴 に蛋白抽出液を10/∠1ず つ 分注 し, 次 に酵素標識抗体液 を100
〃1ず つ 加え混和後 , 室温で
一 晩反応 させ た . マ イ ク ロ プ レ ー
トを生 理 食塩水で十分洗浄し, 発色液を100/∠1ず つ 加え, 室温
で 2時間反応 させ て か ら 反応停止液を加え た . 各穴 の 吸光度 を
自動吸光度計 E A R 340 AT を用 い て測定波長45 0n m , 対象波長
650n m で測定 した. マ ニ ュ ア ル に従 い , あ らか じめ 測定 してお
い た 検量線 か ら p53蛋白濃度 オ ン グ ス ト ロ
ー ム ･ ユ ニ ッ ト
(a ngstro m u nit, A.U.) /mlを求 め , 抽 出 した 蛋白 mgあたり の
p53蛋白濃度A.U./m g蛋 白(protein) に換算した (検出限界 は
10 A.U./m g 蛋白). 1回の 実験 は2穴 の 吸光度の 平均値をも っ て
そ の 実厳 にお け るp53蛋白濃度A.U./m g 蛋白の 倍 と した . 試験
は すべ て 6回行 い , そ れ ぞ れ の 試験 ご とに 求め たp53蛋白浪度
A Uノmg 蛋白の 算術平均を各細胞株間で比較検討 した.
X . ア ポ ト ー シス の観察
1. タ ー ミ ナ ル ･ デオ キ シヌ ク レ オ チ ジ ル ･ トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ 加 ビオ チ ン ー デ オ キ シウリ ジンー5,一 三 リ ン 酸ニ ッ ク末端標識
(te r min al de o xyn u cle oti dyl tr a n sfe r a s e- m ediated
de o xyu ridin - 5
'
-triphosphate･biotin nick e nd-labeling,
m El)法
T U N E L法27)は ア ポ ト ー シス と そ れ に伴う D N A鎌切 断 を定量
化す る方法 で, D N A3
,
末端標識を生体内局所 ア ポ ト ー シ ス 検出
キ ッ ト (On co r, G aithe rsbu rg, U S A) を用い て 行 っ た . 細胞1×
10
4個 を 直径60m m の シ ャ ー レ に播種 し, 24時 間後に5 〃g/ml
の 濃度 の シ ス プラ チ ン を加えて1時間処理 してか ら培養液を吸
引 し, そ れ ぞれ 培養液の み お よ び0.5m M の カ フ ェ イ ン を加え
た培養液で 72時間培養した . ま た対 照と して い ずれ の 薬剤も
作用 させ なか っ た もの と, カ フ ェ イ ン の み を加えた培養液で72
時間培養 し たもの を作成 した . トリ プシ ン 処理 を して 回収 し た
単離細胞浮遊液を1, 500回転で遠心後, 沈殿をP BS 2ml に浮遊
させ , 1mlの 2% アガ ロ
ー ス ゲ ル を加 えて 開化 さ せ た . さ ら に,
70%エ タ ノ ー ル で24時間脱水後, パ ラ フ ィ ン 包渡 して薄切切片
を作製 し た . 脱 パ ラ フ ィ ン 後, マ ニ ュ ア ル に従い , 蛋白消化と
内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 不活性化を行 い T d T を37 ℃, 1時間
作用 させ た . 反応停止 後, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識抗 ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン 抗体を室温 で30分間反応 さ せ た . 発色 は3, 3
'
- ジ ア ミ ノ ベ
ン チ ジ ン ･ テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド (3, 3
'
-dia min ot)en Zidine
tetrahydr o chlo ride) (和光純薬) で行 っ た . 陽性対照 には ヒ ト扁
桃を用い , 陰性対照 には T dTを含まず にT d T綬衝液の み で 処理
した 切片 を用 い た . 細胞数200個中 の T U N E L染色陽性細胞の
数 を求め , そ の 百分率を ア ポ ト ー シ ス 指数 と し た . 各検体 に つ
き, 6つ の 異 な る視野で計測 し平均値 を求め た .
2. D N A抽出と D N A ラダ ー の 観察
細胞1 × 104個を直径60m mの シ ャ ー レ に 播種し, 24時間培
養後5/∠g/mlの 濃度の シス プ ラ チ ン を加えて 1時間培養 し て か
ら培養液 を吸引 し, そ れ ぞ れ培養液の み , お よ び 0.5m M の カ
フ ェ イ ン を加え た培養液で7 2時間培養 し た. ま た , 対 照と し
て シス プ ラチ ン と カ フ ェ イ ン の い ずれ も作用させ なか っ たもの
と , シ ス プラ チ ン を作用 させ ず に 0.5m M の カ フ ェ イ ン を加え
た培養液で 72時間培養 し たもの を作成 し た. トリ プ シ ン 処理
を し て 回収 し た 単離細胞浮遊液を遠心後 , 細 胞溶解液B
【50m M トリス 塩酸 bH 8.0), 100mM E D T A, 100mM 塩化 ナ ト
リ ウ ム , 1% S D S]を用 い , 核酸を抽出 した . その 後, プロ テ ィ
ナ ー ゼ K(Sigma) を加え37 ℃, 16時間の 黄白消化 とR Nas eA に
よ る2時間 の R N A分解を行 い , フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 抽出
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[フ ェ ノ ー ル : ク ロ ロ ホ ル ム : イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル = 2 5:
24: 1】 と エ タ ノ ー ル 沈殿 に より D N Aの ペ レ ッ トを得 た. 各ペ
レ ッ トは風 乾後T E溶液20/ノ‖ニ溶解 し, 各10〃1 を2%ア ガ ロ
ー
ス ゲ ル 上 で1 00V, 3 0分 間電気泳動 し た . 電気 泳動後 ゲ ル を エ
チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド に て30分間染色 し, 紫外線照射下 で 写真
撮影 して D N A ラ ダー を観察 した.
XI . 統計学的分析
2群間の 有意差は Stude nt
,
sの t検定を用 い て 判定 し, 測定値
はすべ て平均値 ± 標準偏差 区 ± S D) で 示 した . 危 険率1 %未満
をも っ て有意差ありと判定 し た.
成 績
1. 肛r-P C R
P53m R N Aの 発現 を RTIP C R で解析 した (図1) 各細胞株に お
い て p53 と G A P D Hの RTIP C R 生成物 は, そ れ ぞ れ 200塩基村 と
983塩基対の 単 一 の バ ン ドと して 検出さ れ た . ♪53遺伝子 の 欠
失 して い るSa o s2(レ ー ン 3)で ほ , 2 00塩基対 の バ ン ドは認 め ら
れ なか っ た が , 野 生型♪53遺伝子を導入後の Sa o s2/p53(レ ー ン
4) で は, 200塩基対 の バ ン ドが 認め られ る よ う に な っ た . デ ー
タ と し て は示 して い な い が , ♪53遺伝子を組 み込 ん で い な い ベ
ク タ ー pCD N A を導 入 した 細胞株 は , 親細胞株 と バ ン ドの 発 現
に差を認め な か っ た .
Ⅰ . ウ エ ス タ ン プロ ッ ト
薬 剤を負荷 しな い 状態 に お ける 各細胞株 の p53蛋白 の 発現
を, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で 検討 した (図2). 各細胞株に お い
て正 常型 , 変異型 とも53kDaの バ ン ドと して 認め ら れ , ♪53遺
伝子導 入前後 で発現量 に明 らか な差 は認 め ら れ なか っ た . ♪53
遺伝子が欠失 して い るSa o s2細胞株で は バ ン ドは 認め ら れ な か
っ た が , b5 3遺伝子導 入後の Sa o s2/p53細胞株 で は バ ン ドが 認
め ら れ るよ う に なり, p53の 蛋白 レ ベ ル で の 発現 が確認 され た .
デ ー タ ー と して は示 して い ない が , そ れぞ れ の 親細胞株 と p53
が組 み 込まれ て い な い プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pCD N Aを導 入 した
細胞株 と では 全く差を認 め なか っ た .
』L 増殖曲線 と細胞倍加時間
増殖曲線 より求 め た細胞倍加時間を比較する と , い ずれ も約
25時間であり O S T, O ST/p53, お よ び O S T/pcD N A間で は 有意
差 は 認 め ら れ な か っ た . ま た Sa o s2, Sa o s2/p5 3 お よ び
Sa o s2/pcD N Aの 細 胞倍加時間は そ れ ぞ れ 39.4 ± 2.6時 間,
1 2 3 4 5 6 C
一■ - P5 3
+ G AP D H
Fig. 1. Reversetra n scriptatio n-P C Ra n alysis ofp53m R N A in
hum an O Ste O S a rC O m a Cells and a c o ntr oIs a mple. Expres sion
Ofglyceraldehyde 3-pho sphate dehydrogen ase(G A P DH)w as
als o studied a s a ninter n al c o ntr ol. p53a nd G A P D Hw e re
S ubje ctedto 35 cycle s of P C R, a ndpr odu cts w e r e r e soIv ed on
2 %aga ro s egel and visualiz ed by ethidiu mbro mide staining.
La n el, O S T;1a n e2, O S T/p53;1a n e3, Sa o s2;1a n e4,
Sa o s2/p53;1a n e5, H O S;1an e6, H O S/p53;1a n eC, C O ntr OI
Sa mple.
59.1± 1.9時 間, 40.3± 2.4時 間で あり, Sa o s2/p53 におい て 有
意 に増殖速度 の 低 下 が 認 め ら れ た (p<0.0 1). さ ら に HO S,
H O S/p53 およ び H O S/pcD N Aの 細 胞倍加時間 は そ れ ぞれ
31･3± 23日寺間, 3 9･2± 2･3時間, 32.6± 2.7時間と H O S/p53に
おい て も有意 に増殖速度 の 低 下 が認 め ら れ た b<0.01) (図3).
Ⅳ . 薬剤感受性の変化
O S T, Sa o s2, H O S細胞株 とP53遺伝子を導入 し た各細胞株
を用 い て, シ ス プ ラチ ン 単独, ま た は シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ
ン を併用 し た場合の 細胞 生存率 を調 べ (図4), シ ス プ ラチ ンに
対す るI C5｡値で 整 理 した 成績を表 1 に示 した . シ ス プ ラ チ ン に
対す る 殺細胞効 果を比 較す る と O S T, O S T/p5 3 お よ び
O S T/pcD N A間で は い ずれ も有意差を認め なか っ た . ま た H O S,
H O S/p53 お よ び H O S/pcD N A間に お い て も有意差 は認 め られ
な か っ た . Sao s2 とSa o s2/pcD N A間で は 有意差が み られ な か っ
た が , Sa o s2 と Sa o s2/p5 3の 比 較 で は 有意差 が 認 め ら れ
b<0.0 1), Sa o s2/p53 はSa o s2 に比べ て シス プ ラチ ン に対する殺
細胞効果 が2,2倍増大 して い た . さ ら に , カ フ ェ イ ン を併用し
た 場 合 の 殺細胞効 果 に つ い て もSa o s2/p5 3 で は Sa o s2,
Sa o s2/pcD N A と比較 し て 有 意 に増 大 し て い た (p<0.01).
O S T/p53, H O S/p53 で はい ず れ も O S T, O S T/pcD N Aお よび
H OS, H O S/pcD N A と比較 して 殺細胞効果の 増強 に有意差は認
め ら れ な か っ た .
Ⅴ . 薬剤 に よ る p5 3蛋白発現量 の変化
親細胞株 と野生 型♪5 3遺伝子 を導 入 した細胞株 に つ い て , シ
ス プ ラ チ ン 単独, ま た は シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ ン を併用した
場合の p53蛋白 の 発現量 を E LIS A法 を用 い て定量 し た (固5).
O S T で は シス プ ラ チ ン の み を作用 さ せ た 場合, p53蛋白の 発現
量は 100.8士 5.7 A.U./m g蛋白で あり, カ フ ェ イ ン を併用 した場
合は , 88.0± 6.8 A.U./mg 蛋白 と p53の 発現量 が有意に抑制され
た (p<0.0 1). O S T/p53 に おい て も同様 に カ フ ェ イ ン に よ っ て
p53の 発現量が有意 に抑制 さ れ た ゎ<0.01). Sao s2 で は シス プラ
チ ン の み 作用 させ た場合お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合の い
ずれ も検出限界以 下 の 値 で あ っ た . Sa o s2/p53 で は シス プラチ
ン の み 作桐さ せ た 場合, p53蛋白 は120.1± 10.3 A.U./mg 蛋白と
発現 が 認 め ら れ , カ フ ェ イ ン を 併 用 し た 場 合 は , 9 4.6 ±
10.3 A.U./m g 蛋白と p53の 発現量が有意 に抑制 され た b<0.01).
H O S お よ び H O S/p53 で は カフ ェ イ ン に よ る p53の 党規量の 抑
制 は認め られ なか っ た .
Ⅵ . 抗癌 剤効果増強 に対する ア ポ ト ー シ ス の関与
野生型 p53遺伝子 の 導 入 に より , シ ス プ ラチ ン に よ る殺細胞
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Fig. 2. W e ste rnblot an alysis ofp53pr oteinin o ste o sa rc o ma
c elllin e s. Cell lys ate s w er elo aded o n15 %polya cryla midegel･
tr a n sfer red o nto nitro c elulo s e m e mbrane, a nd dete ctedby
rabbitpolyclo n ala ntibody again st p53. IJ an el, O S T;1ane2,
OST/p53;1an e3, Sa o s2;1a n e4, Sa os2/p53;1an e5, H O S;1an e
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Fig･ 3･ Gr o w仇 c u rv e Ofo ste o s ar c o m a c elllin s. O S Tcelllines仏), Sa o s2c elllin e s(B), H O Sc elllin e s(C). □, par e ntalc ells; ○, wi 1d-





























































Fig. 4. Cytoto xic efFectofo ste o s a rc o m a celll in s asa functio n ofcisplatin c o n ce ntratio n. A f[e rlhr e xpo s u r eto cisplatin, O S T(朗,Sao s2
(B), a nd H O S(C) c ell lin e s w e re c ultu red in the abs e n c e(open symboles;口, ○, a nd △) and pr esence(clo s ed symbole s; 騨, ○, a nd
▲)ofc afEein efo r72hr. Su r vi al ofpare ntal(□, ■), Wild-tyPe P53tr an Sfected(○, ○), and pcD N Atra n sfected (△ , ▲)c ells w ere
m e a su red by W STll as s ay a sde s cribed in M aterials a nd Methods. Relativ e s u rviv al w as e xpre ss ed asthe pe rc e ntage ofthe c o ntr oI





















2.5 9 ±0.1 0
2.4 1 ±0.33
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a)IC50, CO n C e ntratio n of cisplatin (CD D P)thatinhibits cell
gro w thby50 %.
b)Each v alu eis支~±S Dofsix experim e nts.
* P<0.01
効果, お よ び カ フ ェ イ ン併 用に よ る 殺細胞効果 の 増強が認めら
れ る よう にな っ た Sa o s2/p53 につ い て , ア ポ ト ー シ ス 誘導の 増
強が認 め ら れ るか どうか を検討 した . T U N E L法 に お い て シ ス
プ ラチ ン 単独, お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 の 陽性細胞の
割合 は , Sa o s2/p53 で は, そ れ ぞ れ平均 14.5 %, 13.8 % であ り,
Sa o s2の 平均 7.0 %, 6.8 % と比較 し て有意 に増大 し た (p<0.01)
( 図6). さ ら に Sa o s2, お よ びSa o s2/p53の い ず れ も シス プラ
チ ン 単独, お よ び カ フ ェ イ ン を併用 し た場合, ア ポ ト ー シス を
反 映す る約 1 8 0塩基対 の 整数倍 の D N A ラ ダー が 観 察 さ れ ,
Sa o s2/p53 とSa o s2の 比較 で は Sa o s2/p53の 方 の D N A ラ ダ
ー が
明 らか に増強 して い た . シス プ ラチ ン 単独, お よ び カ フ ェ イ ン
を併用 した 場合 の 比較 で は, D N A ラ ダー の 程 度 に差 は認 めら
れ なか っ た (図7).
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Fig.5. EI, S Aa n alysis withthele v elofp53pr otein :騨, C O ntr Ol;
□, tr e ated with cisplatin (CD D P)alo n e; 囚 , tr e ated with
C D D Pa nd c affeine . T he 豆~± S Dofthe v alu e sin six































Fig. 6. Apoptotic indic e s of Sa o s2 a nd Sa o s2/p53c ells
follo wing 5ug/ml of C D D Ptre atm entfor lhr a nd 5ug/ml
CD D Ptr e atm e ntfo rl hrfollo w ed by O.5m M of c affein e
tr e atm e ntfo r72hr. Apoptotic indice s w e r e obtain ed as
per ce ntage ofte rmin al deoxyn u cle otidyltr an sfer as e
- m ediated
d U T P｣)iotin nicke nd-labeling po sitiv e c ells relativ eto thetotal
n u mber ofcells. n e 盲 ± S Dof the v alu e sin sixindepe nde nt





Fig. 7. Agarosegel ele ctr ophor e si of D N A h
-
agm e ntatio nin
Sao s2(1a ne l, 2, 3, 4)a nd Sa o s2/p53(1an e5, 6, 7, 8)c e11s
u nde rgoing apopto sis, Ⅰ元n el and lan e5, u ntre ated c ontr oIs;
1a n e2 and 6, in c ubated in the rn ediu m with O.5m M c afEeine
fo r7 2hr;1a n e3a nd la n e7,in cubated in the m ediu mfor72hr
afte rtre atm e nt with 5ug/ml C D DP forlhr;1an e4 and la n e8,
in c ubated in the m ediu m with 0.5m M c affeinefo r72 hr afte r
tre atm e ntwith 5ug/ml C D D P fo rlhr. h n eM , m Ole c ula r siz e
m a rke r. D N A fr o m c ells w a sis olated a sde s c ribed in
Materi als and Methods.
考 察
キ サ ン ナ ン誘導体であ るカ フ ェ イ ン は, 放射線や 紫外線お よ
び抗癌剤で損傷 さ れ た D N A が修復 さ れ る の を障害 し, そ れ 自
身で は細胞毒性 を持た ない 低濃度 で作用 させ ても, 殺細 胞効果
の 増強が認め ら れ る こ とが 試験管内実験 や臨床試験で報告さ れ
て い る 針 :il). 当講座の 土屋 は, ヒ ト骨肉腫細胞を用 い た実験で ,
カ フ ェ イ ン を抗癌剤 と併用す る こ と に より , 殺細胞効果が増強
さ れ る こ と を報告 した
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. そ の 成果を1990年よ り 臨床応月]し,
術前 に はカ フ ェ イ ン併 用動注化学療法, 術後に は カ フ ェ イ ン 併
用静注化学噺去と い う従来なか っ た方法 を行 い , 初診時 に遠隔
転移 の な い 骨肉腫 の 症例で は , 局所有効率1 00%, 5年生 存率 は
90% と 良好 な成績を得て い る=洞). しか し なが ら, 初診時 に すで
に遠隔転移を有 し て い る 症例 で は, 局所有効率 は低く , 全例 が
2年 以1勺に死 亡 し て い る
こi5)
. こ の よう に , 骨肉腫の 症例 の 中 に
は, 治療 開始時 か ら抗痛剤に抵抗性 を示すもの が あり, そ の 克
服 の た め に は既存 の 抗癌剤の 効果 を増強す る薬剤や , 新た な抗
癌剤 の 開発, 発見が 求め ら れて い る .
近年, 癌抑制遺伝子と して注目 され てい る♪53 は しば しば乳
癌, 肺癌, 人腸癌 , 捌光癌, 脳腫瘍 , 骨 ･ 軟部肉腫, 血 液腫瘍
を含む多くの 悪性腫瘍で変異が報告さ れ七い る7)ポ) . こ の 遺伝子
が 異常を起 こ して正 常p53蛋白の 機能が失 わ れ る と, D N A損傷
が 生 じた 場合 に細胞周期上 G l期停止 が起 こ ら な か っ た り, ア
ポ ト ー シ ス 誘導 が 阻害さ れ る こ と が 報告 さ れ て い る
9 冊
. こ の
こ とが 細胞の 癌化や細胞増殖 を促す だけで なく , 放射線治療や
抗痛剤治療な どの 感受性 にも影響を及 ぼす と さ れて い る
13)
. 骨
肉腫 に 関 して は , 臨床 研究 に お け る p53の 変異 の 頻度が 18-
42 %14 卜 16)で あり , ♪53遺伝子が異常な場合 や免疫染色 が陽性,
す なわ ち変異型p53蛋白が発現 して い る場合に は予後が不良で
ある と報告され て い る げ巨 19). 変異塑少53遺伝子 を有 して い たり ,
卵3遺伝子が欠失 して い る た め に正常なp53蛋白 が機能 しな い
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細胞 に野 生型♪53遺伝子を導入 し, 正 常型p53蛋白を過剰発現
させ る こ と に より細胞増殖が抑制 され る こ と が肺癌36), 乳痛=汀),
大 腸癌:梱 , 神経膠腫こ靭 , 前立 腺癌4
--)な どの 培 養細胞を用 い た実
験 で報告 さ れ て い る . 骨肉腫細胞 にお い て も野生塑♪53遺伝子
を導入 し, 細胞増殖 に対す る影響や放射線感受性の 変化 に つ い
て 検討 した 報告 がなさ れ て い る. Dille rら
21)は♪5 3遺伝子 が欠
失 した ヒ ト骨肉腫細胞Sa o s2 に野生型 と変異型 の ♪53遺伝子を
導入 し, 野生 型♪5 β遺伝子 を導入 した 細胞 にお い て 増殖抑制 が
認 め ら れ た と報告 した . ま た , Miyako shi ら
22)は♪53遺伝子 が
欠失 して い る ヒ ト骨肉腫細胞Sa o s2 に野生 型卵3遺伝子 を導 入
した 場合, 親和 胞 に比 べ て 放射線 に対する感受性 が増加 した
ク ロ ー ン と低 下 した ク ロ ー ンが 生 じた こ と か ら , 正 常型p53蛋
白の 発現が放射線 に対する感受性を決定す る 一 つ の 因子 で ある
と報告 した. こ れ まで , ヒ ト骨肉腫細胞 に野生型♪53遺伝子を
導 入 し, 抗癌剤感受性 の 変化に つ い て検討 し た報告 はない . そ
こで 本研究で は, ヒ ト骨肉腫細胞 に野生型♪53遺伝子を導入 し,
正常 p53蛋白を発現させ る こ と に よ り, 細胞増殖能, シ ス プ ラ
チ ン に よ る 殺細胞効果 の 変化, さ ら に D N A修復阻害物質 であ
る カ フ ェ イ ン併 周時の p53蛋白の 発現抑制効果と殺細胞効果増
強 に与え る影響 に つ い て 検討 L た.
今 回の 実験 に お い て , p53蛋白が 欠失 して い る Sa o s2 に野生
塑♪5 3遺伝子を導入 した場合 に, 正 常塑p53蛋白の 発現 が認め
られ る よう になり, シ ス プ ラ チ ン に よ る殺細胞効果 の 増強お よ
び ア ポ ト ー シ ス 誘導 の 増強 が認 め られ た. しか しな が ら, E O S
と O S T につ い て は 野生 型♪占3遺伝子 を導入 して も シス プ ラ チ ン
に よ る 殺細胞効果 の 増強 は見 ら れ な か っ た . こ れ は O S T と
H O S で は, す で に そ れ ぞ れ 野生 型, 変異塑♪5 3遺伝子を有 し,
p53蛋白を発現 して い る こ と に よ り p5 3蛋白 の 過剰発現 が生 じ
ず, 特 に H O S で はドミ ナ ン ト ･ ネガ テ ィ ブ効果
仰 の 影響 が 考え
られ た . す な わ ち, 元来存在す る変異塑 p53蛋白 と遺伝子導入
に よ っ て 発現する よ う にな っ た正 常型p53蛋白が結合す る こ と
に よ り, 正 常型 p53蛋白 の 機能が失 わ れ る と い う効果 であ る.
抗癌剤 の 殺細胞効果 と p53蛋白の 状態の 関係 に つ い て は , 正 常
型 p53蛋白が発現 して い る と ア ポ ト ー シ ス 誘導 に より殺細胞効
果 が増強 さ れ る と い う報告
42)43】もあれ ば, 逆 に 正 常型p53蛋白
が発現 して い る と G l停止 が誘導され , D N A修復 が行 わ れ る た
め に殺棚胞効果が減弱する と い う報告44)45】もあ る. W elle r4 6)は抗
癌剤 に よ る D NA損傷が生 じた 場合 に, Gl停止 を誘導 して D N A
修復 を行うか , ア ポ ト ー シ ス を誘導す る か は , 抗癌剤 の 種類,
D N A損傷の 程度な ら び に 細胞 の 種類 によ っ て 異な る と 報告 し
て い る .
正常型p53蛋白は細胞周期上 の チ ェ ッ ク ポイ ン ト監視, ア ポ
ト ー シス 誘導以外 に , D N A複製, D N A修復, 遺伝子の 転写修
飾な ら び に安定性維持 な ど多くの 機能 を有す る こと が 明 ら か と
な っ て き て い る4 7)が , D N A損傷後に お い て , 細胞 周期 は G l期
だけで なく G 2期 で も停止 し, D N A修復 の た め に細胞周期 の 進
行を止め る こ とが 知 られ て い る 嘲 . G2期停止 に つ い て は不明な
点が多い が , 最近, p53蚕自の 誘導が G2期停止も引き起 こ す こ
と か ら , p53依存の G 2期停止機構の 存在を示唆す る報告 が さ れ
て い る 4
9卜 矧
. カ フ ェ イ ン は こ れま で放射線, 紫外線 や抗癌斉りに
よ る D N A損傷 が生 じ た際 に G 2期停止を阻止 し, 細胞周期を進
行 させ , 未成 熟分裂か ら細胞死を導く こ とが 報告 され て い る53).
p53 とカ フ ェ イ ン の 関係 に つ い て Ka sta nら
54)は 野生 型P5 3遺伝
子を有 し, 正常 型p53蛋白を発現する ヒ ト骨髄芽球白血病細胞
に カ フ ェ イ ン を加えて か ら放射線照射 した と こ ろ, p53蛋白の
過剰発現が抑制 さ れ た と報告 した . 本研究 にお い ても, シ ス プ
ラ チ ン 処 理 後 に カ フ ェ イ ンを 作用 さ せ る こ と に よ り, 正 常型
p53蛋白 を発現 し て い る細 胞株で は , p53蛋白の 発現 が有意に
抑制さ れ た . そ の た め , 生 じ た D N A障害が Gl期 で もG 2期で
も修復 さ れず に細胞周期が進行 し, シ ス プ ラ チ ン単独処理に比
べ て殺細胞効果の 増強に つ なが っ た と考え ら れ た . カ フ ェ イ ン
と ア ポ ト ー シス の 関係 に つ い て , E 蝕r止 ら
55)は 野生型p53蛋白
を発現 して い る が , C-Fo s, C- Myc , な ら び に Bcl-2 な どの ア ポ
ト ー シ ス 関連蛋白の 発現状態が異 な る種 々 の ヒ ト骨髄性白血病
細胞株 を用 い た研究を行 っ た結果, 放射線照射また は シ ス プラ
チ ン に カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導の 増強に
は , p53蛋 白以 外の ア ポ ト ー シ ス 関連蛋白の 影響が示唆 される
と 報告 した . 今回の 実験か ら, 野生 型j娼3遺伝子の 導入 により,
p53資 白を発現す る よ うに な っ たSa o s2/p53 におい て, シ ス プ
ラ チ ン の み を作用 させ た場合 と シ ス プ ラ チ ン に カ フ ェ イ ンを併
用 した 場合を比較す る と, ア ポ ト ー シ ス 陽性細胞 の 割合に有意
差 は認め ら れ な か っ た . こ れ は カ フ ェ イ ン に よ りp53蛋白の 発
現が抑制さ れ , p53蛋白を介す る ア ポ ト ー シス は抑制 され たが,
シス プ ラ チ ン と カ フ ェ イ ン を併用 した 場合に は, 逆 にp53蛋白
を介さ な い ア ポ ト ー シ ス が増 強する た め , 全体と して ア ポ ト ー
シ ス 陽性細胞の 割合 に差 がなか っ た と 推測 さ れ た . 今後は c-
Fo s, C- Myc, な ら び に Bcl
-2 な どの p53蛋白以外 の ア ポ ト ー シ
ス 関連蛋白の 発現状態 に つ い て も解析 して い く必要がある.
骨肉腫 に お い て , 個々 の 細胞 のj岬β遺伝子 の 状態と シス プラ
チ ン に対す る薬剤感受性 は異 な る と考えら れ る. p53蛋白 の 状
態 に関わ ら ず, も と もと シス プ ラ チ ン 対す る感受性が高い 細胞
で は, シ ス プ ラチ ン 単独 で も十分な殺紺胞効果が 期待 で きる .
次 に♪53遺伝子 が野生型で シ ス プ ラ チ ン に対す る感受性が低い
場合は , シ ス プ ラ チ ン に よ る D N A損傷 が軽度で あり , 細胞周
期 を停止 し D N A修筏 が行 わ れ る . こ の 場 合, カ フ ェ イ ン を併
用する こ と に より二i.E常型 p53蛋白の 発硯を抑制 し, D N A修復の
た め の G l停止 お よ び G 2停止を抑制 し て未成熟分裂を誘導 した
り, カ フ ェ イ ン 併用 に よ る p53蛋白を介さ な い ア ポ ト
ー シス を
誘導す る こ と に より殺細胞効果 の 増強 が期待でき る . ♪53遺伝
子が変異ま た は 欠失 して い て シ ス プ ラ チ ン に対する感受性が低
い 場合は , 野生 型♪53遺伝子 を導入 して 正 常型p53蛋白 を党規
さ せ る こ と に よ り, シ ス プ ラチ ン に 対す る感受性 を高め たり,
カ フ ェ イ ンを併用す る こ と に より, さ ら に 殺細胞効果の 増強が
期待で きる と 考え られ た . 以 卜より, 全体と して の 棚 田胞効果
を考えた場合, p53蛋白 の 機能が 正常 で ある 珊月包に シ ス プ ラ チ
ン と カ フ ェ イ ン を併用 し た場合 が , 最も殺細胞効果が高い と い
う こ と が予想 さ れ た .
本研 究か ら, iE常 型p53蛋白を発現 し て い な い ヒ ト骨肉腫細
胞 に野生型♪53遺伝子を導 入 し, 正 常型 p53蛋白を党規 させ る
こ と に よ り , 細胞 増殖 を抑制 し た り , シ ス プ ラ チ ン に よ る
D N A損傷 に対 し て p53を介す る ア ポ ト ー シス を誘導 し て, 殺
胞効果 を高め られ る こ と が 示さ れ た . さ ら に, シ ス プ ラチ ンに
カ フ ェ イ ン を併用す る こ と で 殺腫瘍細胞効果 を さ ら に増強させ
る こ と が可能であ る こ と が 明 らか と な っ た .
結 論
痛抑制遺伝子卵3の 状態が異 な る3種類 の ヒ ト骨肉腫細胞に･
野生型♪53遺伝子を導 入 し, p53蛋白 の 発現量 , 細胞増殖能,
野生型p53遺伝子導入骨肉腫細胞の 抗癌剤感受性の 増強
シス プ ラチ ン に よ る殺細胞効果の 変化, さ ら に DN A修復阻害
物質である カ フ ェ イ ン 併用時の p53蛋白の 発現抑制効果 と殺細
胞効果増強に与える影響 に つ い て検討 し, 以 下 の よう な結果 を
得た .
1. 正常 p53蛋白 を発現す る OS T細胞株 で は , 野生型♪53遺
伝子 の 導 入 前後で p53蛋白 の 発現量, 細胞増殖能, お よ び シ ス
プラ チ ン の 殺細胞効果 に変化は認 め ら れ なか っ た . また , 野生
型β53遺伝子導入前 か ら認 め ら れ て い た カ フ ェ イ ン 併 用時 の
p53蛋白の 発現抑制効果な ら び に殺細胞効果増強 に関 し て変化
は認め られ なか っ た .
2. 変異型 p53蛋白 を発現す る H O S細胞株で は , 野生 型卵3
遺伝子の 導入 後 に細胞増殖速度 の 低 下 が 認 め ら れ た が , p53蛋
白の 発現量, 細胞増殖能, お よ び シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 に
変化 は認 め ら れ ず, さ らに , カ フ ェ イ ン 併用時の p53蛋白の 発
現抑制効果お よ び殺細胞効果増強 に関 して も変化 は認め られ な
か っ た .
3 . ♪53遺伝子 が欠失 し , p5 3蛋白 の 発現 を全く認 め な い
Sa os2細 胞株 で は , 野生 型P5 3遺伝子導 入後の Sa o s2/p53細胞
株にお い て , p53蛋白 の 発硯 が認め られ る よう に な り, 細胞増
殖速度の 低下 , お よ び シ ス プ ラチ ン の 殺細胞効果 の 増強が認め
られ た . ま た , カ フ ェ イ ン 併用時の p53蛋白の 発現抑制効果 な
ら びに殺細胞効果 の 増強も認 め られ た .
4. 殺 細胞効果 の 増強が認 め ら れ た Sa o s2/p53細胞株 で は ,
Saos2細胞株 に比 べ , シ ス プ ラ チ ン 単独処理時 , お よ び カ フ ェ
イ ン併 用時の い ずれ にお い ても, T U N E L法な ら び に D N A ラ ダ
ー の 観察 に より ア ポ ト ー シ ス 誘導の 増強が認め られ た .
以 上 の 結果か ら , 正 常型 p53蛋白 は, 細胞周期 の 調節 , お よ
び シス プ ラ チ ン 処理 時の ア ポ ト ー シス 誘導を含 む多機能な作用
を有する こ と が確認さ れ た . さ らに , カ フ ェ イ ン 併用時の シス
プラ チ ン に対す る殺細胞効果の 増強に は , 正 常p53蛋白の 発現
が必要であ る こ とが 明ら か と な っ た . こ の こ と か ら , 卵3遺伝
子の 異常 の た め , 化学療法に抵抗性 を示す ヒ ト骨肉腫症例 に対
して , 野 生 型｣昨3遺伝子 を用い た 遺伝子治療 と カ フ ェ イ ン併用
化学療法 に より , さ ら に抗癌剤感′受性 が増強さ れ る 可 能性 が示
唆さ れ た .
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T he p5 3tu m o r s uppre ss o rge n epr oductis a nim po rta nt pa rticIPa ntin the cellular r e spon s et oD N A da mage ･ T his
respo n s e re s ultsin eitherG Ice11cycle a rre sto r c ell de ath by apopto sis･ T he refo rethe statu s ofp5 3c an be e xpe ctedto affe ct
the c ellula r r e spo n s eto D N A
-da m agl ng CytOtO Xic agen ts ･ T he pre s e nt study w a sp$rfo r med to in v e stlgate Whethe r
intr oduc tio n ofthe wild-ty Pe P53ge n einto hum an o ste o s ar c o m a c e11s couldchange gro wth rate sa nd e nhan c ethe cyto cidal
effe ct of cisplatin a nd the syn e rgistic a ntitu m o reffect of c affein e. T hre ehu m a n o ste o s a rc o ma c el1 1in es, O S T(wildp5 3
alleles), Sa os2(bothp5 3a11eles deleted), a nd HOS,(both m uta ntp53alleles)w e r e u s ed. W ild-ty Pe P5 3e xpre sio npla smi d
W er etr a n Sfe ctedinto e ach ofthe o ste o s a rc o m a c e11 1in e sby usl ng thelipofection m ethod. The transftcted c ells, Sao s2/p5 3
a nd H O S/p5 3, Sho w ed a reduc tio nin gr o wth r ate c o mpa red with their par e nt c ells･ W S T
-1 ass ay, perfbr med to a ss e s sthe
CytO Cidal effe ct of cisplatin a nd the synerglStic a ntitu m o r effe ct of c affeine, Sho w ed thatSao s2/p5 3c ells w e retwic e a s
Se n Sitiv etocISPlatin alo n einI C,｡a Sthe o rlgln al Sa o s2 cells･ T he syn e rgl Stic a ntitu m o r effe ctof was caffeine also e nhan ced in
the Sa o s2/p5 3c el1 1in e. T he o the rtw otr a n sfected cells re v e aled n o slgnificantdiffere nces 血
■
Om their re spec tiv epar e ntc e11s･
Fu rthe r m o r e, u S e Ofte rmin al de o xyn u cle otidyltr a n sfe r as e
一 In ediated d U T P-biotin nick e nd-labeling a s s ayto analyz e apoptotic
e v e ntsin Sa o s2 a nd Sa o s2/p5 3c ells afte rtr e atm e nt with eithe r cISPlatin alo ne ol
一 with c ISPlatin a nd c affein e r e ve aled that,
COmPa red with the pa re nt Sa o s2 c ell lin e, Sa o s2/p5 3 be c o me m o r e s e n sitiv eto both cISPlatin alo n e a nd to cISPlatin with
Caffeine. O ST/p5 3a nd H O S/p5 3c e11 1in e sdidn ot sho w any slgnific a ntin cr e a s ein s e n sitiv ltytO either c ISPlatin alo n e o rto
CISPlatin with c affein e. T he s e re s ultsde m o n stra te that the cyto cidaleffe ctofcisplatin a ndtl- e Syn erglStic a ntitu m o r effects of
Caffeine a r e e nha n c ed by introdu ctio n ofthe wild
-ty PeJ,53ge n ein ahL11Tla n O Ste O Sa l
■
c O m a Cell lin e with deletedp5 3allele s,
indicatl ngthepo s sibility ofge n ethe r ap yu sl ngthep5 3ge n efo rhu m a n o ste o s al
-
C O m a S With abn ol
-
m alp53 status･
